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ヘ モ グロ ビ ン (H b) は , そ の ヘ ム 鉄が , 2価 ( 還元
型) の 時に の み , 分子状酸素の 吸着脱離を行なう こ と
が 出来るが . ヘ ム鉄が , 何 らか の 原因で 酸化 さ れ た も
の (メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン ､ メ ト Hb) は . も は や 酸素 を結
合し え な い . ヒ ト赤血球内で , 種々 の 原因で 形成 さ れ
る メ ト H b は, 全 H bの 数% 程度で あ る と考 え ら れ て
い る が , 赤血球内に は , メ ト H b を還 元 す る種々 の 系が
あり , 常に メ ト H b蓄積量を , 正常時で , 約1 %以下に
抑え る働きを し て い る1I. 上述 の 還 元系と は , 1) ア ス
コ ル ビ ン 酸, 還 元型 グ ル タ チ オ ン 等 の 低分子物質 に よ
る非酵素的還元系と , 2) N A D H及 び . N A D P H依存
性 の メ ト H b還元酵素系 で あ る封 . 正常 赤血球内 で
は , N A D H･ 依存性 メ ト H b還 元酵素系が , 主 に メ ト
H bの 還 元 を 行な っ て い るが . こ の 酵素が . 遺伝的 に 欠
損す る メ ト Hb血症 が , Gibs o nら3)及 び . Sc ottら4)
に よ っ て 報 告 さ れ た . こ の 酵 素 は , 最 近 に な っ
て . Hultquist と Pa s s o n
5J及 び Sugita ら6Iに よ っ
て . N A D Hr チ ト ク ロ ム b5 還 元 酵素 で あ る こ と が 明
らか に さ れた . 一 方 , N A D P H依存性メ ト 還 元酵素は ,
種々 の 観察か ら , 正常赤血球中 で は . メ ト H b 還元に 果
す 役割は少 な い と 考え ら れて い る7I. しか し . 上 述の よ
う に , 遺 伝性 メ ト H b血症 の 場合 に は , こ の 酵素が . メ
ト H bの 還元 を . 不充分 と は い え行 な い . か つ , そ の 活
性化 は, 治療 に 結び つ い て い る の で . そ の 存在意義は
大 で あ る . 我 々 は . 最 近 . メ ト H b 還元 の 研究中
に , N A D P H依存性酵素が , 生理 的物質で あ る フ ラ ビ
ン で よく 安定化さ れ る こ と , 及び , こ の 酵素 に よる メ
ト H bの 還 元 が . フ ラ ビ ン 添加 で よ く促進さ れ る こ と
を 見い 出 し8I, こ の 酵素が . フ ラ ビ ン 還元活性を持 っ て
い る こ と を 明ら か に した9J. 本研 究で は , N A D P H一 依
存性酵素を . 高純度 に 精製し , そ の 性質を明 らか に す
る と と も に . 本酵素 に よる メ ト H bの 還元機構 , 及 び こ
れ に 対す る フ ラ ビ ン の 関与に つ い て 明ら か に す る こ と
を 目的と して 研究を進め た .
実験材料と方法
Ⅰ. 試薬と 材料
正常 ヒ ト血液 は . 東京 日赤血液 セ ン タ ー より 一 期限
切れ の も の を 得 て 実 験 に 用 い た . N A D P, N A D PH,
N A D H は, Sigm a祉 , ま た は , ペ リ ン ガ 一 社 の もの を
用 い た . その 他の 試薬 は , 市販の も の で , 特級の もの
を用 い た .
Ⅱ . 分光学的測定
分光学的測定 は . 日立124型自記分光光度計 . 及び.
ユ ニ オ ン S M 401 型自記分光光度計を用 い て 行な っ た .
Ⅲ . 酵素活性の 測定
a) フ ラ ビ ン 還元活性 は , フ ラ ビ ン(F M N, F A Dま た
は , ribofla vin) を 電子受容体と し て , 下記 の 反応液
中で 行 な っ た91. 最終2.Omエの 反応液中に , 50m M リン
酸 緩 衝液 (pH 4.8 ま た は, 7.5) , 100〟M フ ラ ビ
ン , 100〟M N A D P H. 1m M E D T Aを加 え , 最後 に , 適
当量 の 酵素を 加え て 反応を 開始さ せ た . 反応 は , 酸素
存在下 で は . 340n m で の N A D(P)Hに よ る 吸光度の 減
少速度 を , ま た , 無酸素状態で は , 340n m で の 吸光度
の 減少 . ま た は , フ ラ ビ ン に よ る . 445n m ま た
は , 450rl mで の 吸 光度の 減少速度 を追跡 し て 測定し
た .
b) メ ト H b 還元活性 は, 576n m で の 吸 光度 の 増
加, ま た は , 630n m で の 吸光度の 減少 を追跡 した9). 反
応液2.Om=こ は , 50m M .) ン 酸緩衝液 (pH 7.0).
100FLM N A D(P)H, 100〟M FM N, (ま た は , 他 の 電子伝
達体). 50FLM メ ト H b, 1m M E D T A を含 み , 最後に ,
適当量 の 酵素 を加え て 反応を開始 させ た .
C) ジ ア ホ ラ ー ゼ 活 性 は . 2ふ
Dichlo r ophe n olindophe n o=D CIP)を電子受容体と
し て 測定 し た9I. 反応液 2.0 山中に . 50m M リン 酸緩衝
液(pH 7.5), 100FLM N A D(P)H, 75FLM D CIP, 1m M
E D T Aを 含み , 最後 に , 酵素を加 え て 反 応 を 開始 さ
せ . 600n m で の D CIPの 吸 光度の 減少 を測定 した .
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ヒ ト赤血 球 の N A D P 王与フ ラ ビ ン還 元酵素
Ⅳ . 電気泳動
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳動 (P A G E)
は. Orstein
10J
及 び , Da vis川 の 方法 に 従 っ て 行 な っ
た . ま た , 泳動後 , 酵素活性は , Kapla nと Be utle r1 2J
の 方法 に 従 い . 3･ (4. 5-dim ethyl-2-thia z olyl) -
2, 5･diphe nyl-2 H-tetra Z Oliu m br omide (MT T) を
最終電子受容体 と し て 検 出 し た . 等 電 点電気泳動
は , Sv e s s o n
13J の 方 法 に 従 っ て 行 な っ た . Ca r rie r
a mpholin eは , PH 範囲が , 6 ～ 9の もの を用 い , 最
終濃度が . 約 1% に な るよ う に 加え た . 本研究で は ,
庶槙濃度匂配の 代り に , 酵素の 安定化の た め に , グリ
セリ ン に よ る濃度勾配 , 0 ～ 30% を 用い て 行な い , 安
定化割と し て さ ら に , 0.2m M DithiothreitoI(D T T)
を加え た . 等電点電気泳動 は, 40 ～ 48時間行な っ た .
Ⅴ. 分子量 の 測定
酵素 の 分子量 は , ゲ ル 慮 過 法 . 及 び, SOdiu m
dode cyls ulfate(S D S) を含む P A G E法 に よ っ て 測 定
し た . ゲ ル 濾∴過 は , Sephade x G･7 5, ま た
は, Ultr ogel AcA 54 を用い て , Andr e w s1 4J の 方 法
に従 っ て 行な っ た . ゲ ル カ ラ ム ( 2.8 × 85c m) は, 矛
じ め , 50m M リン 酸 緩衝液 (PH 7.5, 1m M E D T A,
0.1m M D T Tを 含む) で 平衡化し , 酵素 を , 単独に ,
ま た は , 分子量既知 の 標準物質と と もに , ゲ ル 濾過を
行な っ た . S D S-P A G E は. Webe rと Osbo rn15) の 方
法に 従い , ゲ ル 濃度5 % ま た は, 10% で 電気泳動を行
なっ た . 分子量 既知 の 物質と して , ウ マ 心筋 チ ト ク ロ
ム C (12,400), ク ジ ラ ミ オ グ ロ ビ ン (17.800), 酵母
グリ セ ル ア ル デ ヒ ド ふ リ ン 酸 脱水素酵素(36,00 ),
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卵 ア ル ブ ミ ン ( 軋 00). ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
(6 8,000) を用 い た .
Ⅵ , 酵素の 精製9I.
正 常 ヒ ト血液 を , 低速 (3,000回転)遠心､し , 血清 ,
白血球 な ど を除去 した後 , さ らに ､0.9%生理 食塩水で
3 回洗浄す る . 洗浄赤血球1容に対し . 3容の 冷1m M
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (MS H) を加え , 接伴 , 溶血さ
せ る . 30分後 , 溶血液の pH を .塩酸で , 6.4 ～ 6 .5 に
調整 し, 赤血 球膿 を , 遠jL､除去 す る . 上 帝 は 直 ち
に
. NaO Hで 中和 し , こ れ に . 1.5容の 1m M M S H を
加え 稀釈す る . こ れ を , 予 じめ . 2mM リン 酸緩 衝液
(pH7･0 . 1m M ･ M S H を含む) で 平衡化 し た diethyl
a min o ethyl(D E A E)セ ル ロ ー ス カ ラ ム (6 × 30c m)
に か け, 酵素 を吸着させ . H b を除く . 溶血液が . カ ラ
ム を流れ き る と , 1m M .M SH を含む 5m M リン 酸緩衝
液 (pH7.0)- で . カ ラ ム に 残 っ て い る Hb を 出来る だ
け洗 い 流し た あ と , 100m M リン 酸緩 衝液 (PH7.0,
0.1m M D T Tを含む) で . 酵素を溶出した . 分画 さ れ
た溶出液の う ち , 酵素活性の 強い 画分を集め , 硫安分
画 を行な い , 飽和度. 40% ～ 70% の 問に 沈澱す る画
分 を集め た . 集め た 沈毅を , 最少量の 50m M リ ン 酸緩
衝液(pH 7.5, 1m M E DT A.0 .1mM D T T を含む) に
と か し , Ultr ogel カラ ム (5 × 85c m) に か け る . 酵
素 は , 同じ緩衝液で 溶出し , 活性 の 強い 画分を 集め ,
ゲ ル 濾過 を , 同じ条件下で く り返す . 2度目の ゲ ル 濾
過 を , 注 意 深 く 行 な い , 混 在 す る N A D H･ 及
び , N A D PH- ジ ア ホ ラ ー ゼ を 分 離す る . 分離 し た
N A D P H-ジ ア ホ ラ p ゼ画分を . 再 び. 硫安で , 飽和度
衰1. 精製 の ま と め





a ctivity (g) a ctivity ㈲
1 He molys ate s 380 4070 0. 093 100
2 D E AE-C e11ulo s e 116 46. 3 2. 51 30. 5
3 U ltrogel AcA 54 7 3.6 10.7 6. 88 1 9.4
4 D E-32 65.5 8.2 8. 0 1 7. 2
5 ( N H4)2SO4, (40
- 70 % ) 63
. 0 4. 3 1 4. 7 16.6
6 Ultr ogel AcA 54 58.1 2. 63 24.6- 15.3
7 C M-32 1 6. 2 0. 055 296 4. 3
8 Ultr ogel AcA 54 11.8 0. 03 5 33 3.1
9 E le ctr ofo c u sing 6.03 0.021 281. 7 1. 6
a) Total a ctivity; FL m ole she m oglobin r edu c e･d/min .
b ) Specific a ctivity; P m Ole she m oglob in r edu c ed′min ･′m g.
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70 %で 酵素を沈澱さ せ て 濃縮 し , 10m M リン 酸 緩衝
液(PH6.8, 1m M E D T A. 0 .1m M D T T を含 む) に 透
析す る . 透析 した 酵素 を , 次 に , 同緩衝液で 平 衡 化し
た Ca rbo xyrn et毎1 (C M )セ ル ロ ー ス カ ラ ム (2 ×
20c m) に か け る . カ ラ ム を , 同じ緩衝液で 洗う と , 色
素蛋白は , 全て 流れ て し ま い . 酵素 は , リ ン 酸緩衝液
の . 10m M か ら100m M(pH6.8)の 濃度匂配を用 い て
溶出すると , リ ン 酸濃度 の . 約 50mM 附近で 溶出さ れ
て く る . こ の 画分を 集めて , 再 び 硫 安 で 濃縮 し た の
ち . 10m M リン 醸 緩 衝液 (PH 7.5. 1m M E D T A,
0 .1rnM D T T) に 透析す る . 透析 し た 標品を , 次 に , 分
離用等電点電気泳動 に か け る . 電気泳動後 , N A D P H-
フ ラ ビ ン 還 元酵素活性 を測定 して , 酵素画分を集め ,
最後 に , 不純蛋白と , C a r rie r a mpholin eを 除く た め
に , ロItrogeI カ ラ ム で ゲ ル 濾過 を 行な い , 最終標品 を
得た .
Ⅶ . フ ラ ビ ン の 分析
精製酵素の フ ラ ビ ン は , 酵素 に , 最終濃度 が t 5 %に
図1. 精製酵素の S D S-P AG E
ゲ ル (左) - 15/Jg. ( 右)- 3地 g タ ン パ ク使用 .
な る よう に trichlo r o a c eti a cid(T C A) を 加 え て 除
蛋白 し た上清 をと り , K2H P O4 を 加え て 中和し , 蛍光
強度 を測定 し た-6】. 標準と して . F M N を用 い て t 相対
蛍光強度 を狼帽≡した . 蛍光強度は , 日 立 M P ト4蛍光自
記分光光度計 を用 い て 測定 した .
結 果
Ⅰ. 酵素 の 精製
酸素は , 衷Ⅰ に 示 す よ う に . 溶血液か ら , 比 活性で ,
約3,500倍精製 さ れ ､ 収 量は . 約2 %で あ っ た . 純度
は , S D S･P A G E法 で 調 べ ると , 図1 に 示す よう に , 単
一 の バ ン ドを 示し . 単 一 蛋白質に 精製さ れ た こと が明
らか で あ る .
Ⅱ . 精製酵素の 性質
1) 吸収 ス ペ ク トル岬精製酵素 は , 278n m に 吸収極
大 , 283n m に 肩を 示す が t 可視部 に は , 全く 吸収がな
か っ た ( 図2).
2) フ ラ ビ ン 含量 一 精製酵素の フ ラ ビ ン 含量 を , 蛍光
分析法 で 測定 した が , 酵素の 5 %T C A上宿 に は , 殆ん
ど蛍光が 認 め られ ず , 計算上 , 酵素3.27× 10
4 モ ル当
り , F M Nl モ ル 以下 しか な く . 事 実上 . フ ラ ビ ン 含量
は , 0 で あ る と考え られ る ( 図3).
3) 酵素 の 分子量一酵素の 分子量は , ゲ ル 濾過 , 及び
S D S･P A G Eで . 2.1 ～ 2.2 万と 推定 し た .
4) 電子受容体一 精製酵素の 電子受容体に つ い て .種
々 の 物質に つ い て 調 べ た結果を . 表2 に 示し た . 天然
物質の う ち . フ ラ ビ ン の みが , 効率よ く 電子 を受容し
た が , メ ト ロb や, チ ト ク ロ ム 規な ど ,殆 ん ど の 物質が,
電子 受容体と な り得 なか っ た . 人工 色素で は , D CIP.
メ チ レ ン ブ ル ー な ど が
, 効率 よく 電子を受容し た ,
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図 2. 精製酵素の 吸収 ス ペ ク ト ル .


















































ヒ ト赤血 球の N A D P Hd フ ラ ビ ン 還元 酵素
還元活性に 対す る PH の 効果を t 図4 に 示し た . フ ラ ビ
ン還 元活性 の 至 適 pH は 4.8で あ っ た . D CIP還 元 活
性は. 酸性側で 強か っ た が ､ PH6 以下で は t 非酵素的
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図3. 精製酵素の ､フ ラ ビ ン 定量
破線 - F M N, 実線L酵素の 5% T C A. 上清 . 点 線→
実線の 1/10ス ケ ー ル .
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測定 した .
6) N A D P H- フ ラ ビ ン 還元 活性一酵素 に よ る フ ラ ビ
ン と . N A D P Hの 酸化還 元の 当量 比を調 べ た . ツ ン ベ
ル グ管の 主室に . 酵素と フ ラ ビ ン を t 別室 に , N A D P H
を入れ , 脱気 して Q ガ ス(99.05 %へ t｣ ウ ム + 0 .95 %
ブ タ ン) と置換 した の ち , 両者を混合し て 反応を開始
さ せ t ス ペ ク ト ル 変 化 を 測定 し た . 333n m ま た
は , 340n m で N A D P Hの 変化を . 445n m で . F M Nの
変化を測定し た . 蓑3 に 示す よう に N A D P Hの 酸化畳
と . FM Nの 還 元 量 と は , は ゞ 1 : 1で あ っ た . 図 5 に ,
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図 4. 酵素活性に 与え る pH の 効果
実線 - N A D P H- フ ラ ビ ン 還 元活性
点線TN A D P H･ ジ ア ホ ラ L ゼ清性
○ , △ - シ ト レ ー ト ー リ ン 酸緩衝 液
⑳ , A-リ ン 酸緩衝 液
表2. 精製酵素 の 電子受容体特異性
3
2
E le ctr o n ac ceptor s Co n c e ntr atio n (〟M ) A340n m/min x5
No n e 0
F M N 田 0. 080
F A D 四 0. 036
Ribona vin 田 0. 056
G S S G 田 0. 0012
M enadio n e 田 0. 003
He min





2, 6- Dichlo r ophe n olindophe n ol 田 0. 718
Fe rr lCya nide 田 0. 006
A340nm/ min
= 0: M ethe m oglobin, Cyto chro m e s塾5, ⊆ a nd P-450, B iopte rin , Fe r r edo xin ,
A dr e n odo xin , Pyrido x al-5
′





















び , F M Nribofla vin , F A Dに 対す る`ミ ハ エ リ ス 定 数
は . そ れ ぞ れ , 2〟M . 50FLM . 50FLM , 90iLM で あ っ た .
7) 檻々 の 試薬の 活性 に 対す る効果 - フ ラ ビ ン 還 元
活性 に 与え る種々 試薬の 影響 を調 べ た結果を表 4
17I に
示 し た . フ ラ ビ ン の 誘導体で あ る ア テ プ リ ン . プ ロ フ
ラ ビ ン , ア ク リ ノ ー ル は , 0.5m M で 強 い 阻 害 を 示 し
た 一 ま た , batho c upr oin e s ulfo n ate, diethyl
dithio c a rba m ate な どの キ レ ー ト剤で は , 弱い 阻害.
ま た は , 阻 害が全く 認め ら れ ず . ま た , 鉄 , 銅と 強く
結合す る こ と が知 られ て い る シ ア ンで も全く 阻害が認
吸
め られ なか っ た ･ さ ら に . 鉄 , 銅両イ オ ン を反応液に
加え て も活性化が見ら れず , む し ろ銅 イ オ ン で 阻専が
見 られ た ･ こ れ ら の 結果 は , 酵素に , 鉄 , 鋼な どの金
属イ オ ン が結 合し て ･ 活性 に 関与し て い る と い う可能
性を否定するもの で あ る . 蛋白質の S H基 に 結合す る
こ と が 知 ら れ て い る N-ethylm aleimide
,
m o n oiodo a c etate は , 1m M で は, 全 く 阻害を示さな
か っ た が ･ p･ Chlo r o m e rc u ribe n zoatet HgC12 は.
肝 5M で 強い 阻害 を示 し ･ S =基が , 何 ら か の 形で 浦
佐に 関与し て い る こ と を示唆し て い る . 金属イ オ ンの
表3･ 酵素に よ る N A D P H- フ ラ ビ ン還 元反応の 当量比関係
Expe rim e nt
N A DP H F M N
Tim e
N A D P H F M N N A D PHこ
ad ded added O Xid iz ed redu ced 0 Ⅹid iz ed
(〟M) (〟M ) (n m ole s) (Ⅲ m Ole s)
F M■N
r edu c ed
ロ 74 51 40 min 21. 8 16. 0 1. 36
2 142 154 1 50min 1 16. 6 88. 0 1.30
3 66 58 65 min 1 7
.
6 10. 7 1. 04
表 4. フ ラ ビ ン 還元活性 に 与え る種々 試薬の 影響




Ateもrin 0. 5 80
Pr ofla vin he mis ulfate 0. 5 42
Ac rin ol 0. 5 45
Batho c upr oin e s ulfo n ate 0. 5 20. 3
0 - P he n a nthr olin e 0, 5 4 0. 6
8-Hydr o xyquin olin e 0. 5 77
Diethyldithioc a rba m ate 0. 5 1 20. 3
Catala s e (5 00u □its) 9 7.1
Supe r o xide d is m uta se (27u □its) 54.3
Pota s siu m cyanide 1. 0 119
P C M B 0. 01 34.8
HgC12 0. 01 14.3
N- Ethylmalei mi de 1. 0 100
M o n oiodoa c etate 1. 0 110
In ositolhe x apho sphate 1. 0 四
2
, 3- Dipho sphoglyc e r at e 1. 0 65. 7
ヒ ト赤血 球の N A D P H- フ ラ ビ ン還 元 酵素
ぅち, Fe
廿
, Fe｢ Mg, Co｢Mn｢ C㌔ は ∴活性 に 影響
を与え なか っ た が . Cu
+:Zn十tse+てSeO3
~ ~
は ･ 弱い 阻
害を示した ･
8) メ ト H bの 還 元
一 酵素 に よる メ ト Hb の 還 元を 一
種々 条件下で 測定し た ･ 図6 に 示す よ う に ･ 電子伝達
体が存在し な い と , 酵素 は,全く メ ト H b を還元 し ない
(CO ntr Ol). しか し , F M N, ribofla vin を 50〟M 加
えると , 速や か に メ ト H b が 還元さ れ , F A Dで も , 前
二者の 約半分の 速度で , メ ト H b が還元さ れ た . メ チ レ
ンブル ー は , 微量( 0.5〟M)で , フ ラ ビ ン と 同程度 の ,
メ ト H bの 還 元を もた らす こ と が 出来 る .
考 察













3 60 4 0 0 4 4 0 4 8 0 5 2 0
W (】 V ele ng川 ( D m)
図5. 酵素に よる F M N･ 還 元の ス ペ ク ト ル 変化
1) 反 応 前. 2) 反応 開 始 後 5 分, 3 )15










1 2 3 4
Tim e(min)
図6. 酵素に よる メ ト H b還 元
a)c o ntr ol. b) F M N 50LLM c) riboflavin
50FLM ,d)F A D 50FLM . e) m ethyle n e blu e
O .5〟M ,
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は , Scottら 岬 の 研究以 来. 本来の 基質で あ る べ き メ
ト Hbの 還 元活性 が弱い た め に , 色素 D C王Pの 還 元 . つ
ま り , ジ ア ホ ラ ー ゼ 活性を . 指標と して 研究が 進め ら
れて 来た . ま た , こ の 酵素は . メ チ レ ン ブル ー 存在下
で 速や か な メ ト H b 還元活性 を 示す こ と も 知 ら れ
た19I. こ の よう に , 色素 を加え な い と こ の 酵素 は , 活性
が 認め ら れ な い と い う不明瞭な事実を残 した ま ま , 充
分研究が なさ れ なか っ た . 我々 は , 最近, メ ト H b 還 元
を 研究中に , 生理 的物質で あ る フ ラ ビ ン が , い わ ゆ る
｢N A D P H･ メ ト Hb 還元 酵素｣ を安定化 し
8l
, さ ら に ,
メ ト H b還 元 を促進する こ と を 見い 出し た . こ の フ ラ
ビ ン の 効果は , しか し, N A D HT チ ト ク ロ ム b5 還 元酵
素で は , 全く 見ら れ なか っ た鋸 . 精製酵素の 電子受容体
と して . 十数種の 天然物質に つ い て 調 べ た 限り で は ,
フ ラ ビ ン 以 外 に 効率 よく 電子を受容す る も の は , 見つ
か っ て い な い . ま た , こ の 酵素に よ る フ ラ ビ ン 還 元 を ,
活性化す る もの はな い か を 検討 した が , 見あ た ら なか
っ た
1 7】
. 精製 酵素の フ ラ ビ ン に対す る ミ カ ニ リ ス定 数
は , FMN, ribofla vin で 50FLM , F A Dで 90LtM とか な
り 大き い9). し か し , ヒ ト赤血球中の 遊離フ ラ ビ ン 濃度
は , 通 常か な り低 い (約1〟M) の で , 正常状態で は ,
こ の 酵素 は充分機能 して い ない と考え ら れる . こ の 酵
素 に 対す る フ ラ ビ ン の 効果に つ い て の 問題点 と し て
は . フ ラ ビ ン が , こ の 酵素に強く結合し て , い わ ゆ る
補欠分子族と して 作用す る か どう かと い う こ と . あ る
い は , こ の 酵素が , 本来 は. フ ラ ビ ン を 結合 した 酵素
で あ るが , 精製中に , 部分変性 に よ っ て t フ ラ ビ ン が
遊離した の で は ない か と い う こと が考え ら れ る . こ の
た め , 酵素の 安定化割と して , F M N,E D T A, N A D P(H),
M S H, D T T な どを, 加えて 精製を行な っ たが . い ず れ
の 場合 も , フ ラ ビ ン を 含まな い 酵素が 得られ た . 酵素
に 対す る フ ラ ビ ン の 結合は . き わ めて 弱く . フ ラ ビ ン
と , 長時間 イ ン ク ベ ー 卜 して も , ゲ ル 濾過で 容易に ,
ほ ゞ 完全 に . フ ラ ビ ン を 除去出来る . 本酵素が , 本来
フ ラ ビ ン を結合し た形で 存在す る か ど う か に つ い て
は , 成熟赤血球 に な る 一 段階前の , 網状赤血球 に , こ
の 酵素が , フ ラ ビ ン を結合し た形で 存在す る か ど うか
を調 べ る こ と で , 解答ま た は , 示唆が . 得 られ る で あ
ろ う .
以 上の 結果か ら . 本酵素は , フ ラ ビ ン 還 元活性 を も
っ 酵素で あ り . 本酵素に よ るメ ト H b 還元は . ま ず , 酵
素に よ る フ ラ ビ ン の 還 元 が お こ り , つ い で . 還 元型フ
ラ ビ ン に よ るメ ト H bの 非酵素的還 元 に よる と 説明出
来る . 還 元 型 フ ラ ビ ン に よる メ ト H bの 非酵素的還 元
は . 別の 実験 に より 確認さ れ た .
メ ト H b血症 に 対す る治療剤と して . 従来.本酵素を
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活性化する ため に , メ チ レ ン ブ ル ー が 投与さ れ て 来た .
こ れ は , メ チ レ ン ブ ル ー が , 速効性が あ る た め で も あ
っ た が , 酵素の 生理 的電子受容体が . 不明な た め に .
有効な 治療剤が見つ か ら な い た め で も あ っ た . し か し ,
フ ラ ビ ン が , こ の 酵素 の 生理 的電子受容体で あ る こ と
が 判明し た現在 , フ ラ ビ ン は , 色素な ど の 投 与で 見 ら
れる よ う な副作用を , も た らさ ない 良好な メ ト H b血
症の 治療剤 と して 期待出来 る .
結 語
1) ヒ ト赤血球か ら , 従来 , N A D P H一 メ ト H b還元
酵素と呼ば れて い た 酵素 を , 電気泳動的に単 一 に 精製
し , 本酵素が , フ ラ ビ ン還 元 酵素で あ る こ と を , 明 ら
か に し た .
2) 酵素に は , へ ミ ン や , フ ラ ビ ン , ま た は 金属イ
オ ン な ど の 補欠分子族 は , 含ま れ て い な い .
3) 本酵素は , メ ト ロb を直接 に は還元 出来 な い が ,
フ ラ ビ ン を加え る と , 速 やか な還 元が 見ら れ る . フ ラ
ビ ン を , 微量 の メ チ レ ン ブル ー で お き か え る こ とが 出
来 る .
4) フ ラ ビ ン は . 生理 的物質で あ り . 色素 (メ チ レ
ン ブ ル ー な ど) を用 い た場合 に 見 られ る よ う な副作用
が なく , 遺伝性 メ ト H b血症や ,薬物 によ る 一 過性 の メ
ト H b血症 の 良好な治療薬 と して 期待出来る .
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A bs t r a ct
l) A N A D P H-dehydr oge n as e, Which has be en c alled
"
NA DPH- m ethem oglob in
r edu ctase" , W aS e Xha u stiv ely pu rほ ed fr o m hu m a n e rythr o cytes to a ho m oge n e ous
proteinjudgingfr o mthe electr ophor esi o npolya cryla mide gel in t he pr es e nc e of
S Odiu m dodecyls ulfate. T he e nzyme w asfo u nd to be a NAD P H一角a vin r edu ctas ebased
O n its ele ctr o naccepto r speciAcity.
2) T he e n zym edidn otc o ntain apr o sthetic gr o up s u ch as he min, fla vin or m etal
ヒ ト赤血 球 の NA DP路 フ ラ ビ ン還 元酵素 4 35
io n.
3) T he e n zym e c ould n o t r edu ce m ethe m oglobin d ir ectly･ but in the prese n c e of
8a vin in the re action mixture, a rapidredu ctio n of m ethe m oglobin w a s obs er ved･ The
貝avin in t he re actio n mixtu r e c o uld be repla ced by m et hylen eblu et
4) Flavin, a Physiologic al s ubsta nc e, Willbe a good ther ape utic agent for the
patie nts wit h he reditary m ethe m oglobin e mia or drug
-induc ed a cute
m ethem oglobin e mia, be c a u s e自a vin s willnot giv e side
-effects w hich a reobser ved with
the arti飢ialdy es such as m ethylen eblue.
